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BIOLOGIE MOLECULAIRE
(SV5 - M32 - Examen session normale 2016)

Durée de Iépreuve : 1h30

A- La digestion d'un DNA par une enzyme de restriction a permis I'obtention de 3
fragments A, B et C de tailles différentes (voir figure). Séparés par
électrophorese sur gel d'agarose 1,5%, le profile attendu correspondra d :

A ‘ B + C
DNA
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a) Profile 1. b) Profile 2.c) Profile 3.Profi|e 4 ¢)Profile5?

B- Prés du géne codant pour I'Hypoxanthine PhosphoRibosyl Transférase
(HPRT) existe un polymorphisme des sites BamHI qui peut étre révélé par la
sonde DX10 représenté sur la figure ci-dessous.

site BamHI site BamHI site BamHI
constant constant constant
s 25K
< < Géne codant HPRT
12kby  18Kb r
.~ sonde DX10 _ kb /29 L
sitt BamHI ~ site BamHI | _okb
polymorphe | polymorphe

i 2gi ¢ dant pour
Figure : Carte de la région du chromosome X portant ‘Ie gene coc
I'HPRT et la zone voisine ol est localisé le polymorphisme des sites BamHI

Pour un chromosome X donné, quelles bandes peut révéler la sonldedblﬁll(z
pour 'ADN normal, chacun des mutants de site polymorphe BamHI et le do
mutant?

in vi i de
C- Gréce & la recombinaison génétique in vitro on a pu obtenir un frlagmzr:; o
DNA (appelé fragment X) composé d'une partie du géne codant pour la pr
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delfc.-' cristalline de ’poulef et du promoteur d'un géne tRNA bactérien reconny
par la RNA polymérase procaryote (Figure 1). On se propose d'utiliser ce

fragment X comme modéle afin d'étudi ipti
er la transcription et I'épi in vi
RNA delta cristalline. P e i LY

Figure 1 : < Promoteur | Partie du géne delta cristalline
gl >
EcoR1
\

W 77 71 ]

Pour ce faire, les expériences suivantes ont é1é réalisées :

I- La carte de restriction du fragment X a été déterminée pour deux
enzymes de restriction A et B. Le fragment X est traité par I'enzyme A ou
B dans des conditions adéquates d'incubation et les produits de digestion
obtenus ont été analysés par électrophorése sur gel d'agarose (Figure 2).

Figure 2 :
1 2 3 4 5 6 1= fragment X
517 pb 2 = fragment X + EcoR1
444 pb 3 = fragment X + A
417 pb 4 = fragment X + B
I 330 pb 5 = bande 187 de dépdt 4 + EcoR1
257 pb 6 = bande 444 de dépot 3 + B
187 pb
100 pb
¢ 87 pb
| 73 pb

- Etablir la carte du fragment X.
339 (=3 uuy s‘ﬁ

g ¢
1 4 A A P ) —
= N ) i s+5 ieolés d
2- Les ARNm codant pour la protéine delta cristalline ont efe isoles des
cellules de poulet en culture. Ces ARNm ont été hybridés avec le fragment
X dénaturé et 'hybride obtenu est soumis a I'action de la nucléase S1.

Deux fragments de DNA de 87 et 73 pb résistent & ce fraitement.

N L
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i F A
- A quoi correspond les deux fragments ? QEXDA F 6 = —)
3- Le fragment X est incubé in_vitro en présence de la RNA polymérase
bactérienne et des 4 dNTP dont le dGTP est marqué en a au **P. L'analyse
par électrophoreése sur gel de polyacrylamide des ARN synthétisés montre o ‘
& la présence dune seule bande de longueur de 417 bases. PTEN AN LA L v
+X - Que pouvez-vous conclure ? W ot )J;#J-o
:7\.)‘_// - MM JA"*‘&»S uu\ “:- SYo (‘r‘
" 4- La bande 417 a été découpée du gel et les ARN radioactifs sont élués de
Qr I'acrylamide. .
o - Les ARN ainsi récupérés pendant 4 heures dans un extrait nucléaire de
' )8); cellules de poulet en présence (tube 1) et en absence (fube 2) de I'ATP.
Y o~y Des aliquots sont prélevés de chacun des fubes et les ARN chr:cu’rs au
K phénol de chacun des prélévements sont analysés par électrophoreése sur
gel de polyacrylamide (Figure 3).
Figure 3 :
Oh 4h Oh  4h
< 417 bases
<+ 330 bases
i p
| <+— 160 bases
L
+ ATP = AT

2 niveau de la
A quoi correspond chacune des bandes observees au

figure 3. L -
- Prgeposer un modéle expliquant I'épissage de I'A

cristalline in vitro.

N de la delta

. =
N T
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MobDuLE DE BIOLOGIE MOLECULAIRE
EXAMEN DE TP
SESSION NORMALE, AUTOMNE 2015/2016
(Durée 30min)

Dans le laboratoire de biologie moléculaire on se propose d’analyser le profil de migration d'un
ADN plasmidique coupé (ou_no: non) par une endonucléase, dont le site de restriction se trouve dans la
région du plasmide contenant le polylinker (ou MCS : Multiple Cloning Site).

A cette fin, deux tubes Eppendorf distincts ont été préparés ; chacun contenant un mélange

réactionnel de 10pl, composé comme suit :

Tube 1: 1pg d'ADN; 5 u unités d’enzyme de restriction; 1 pl de tampon de Fenzyme 10x ; compléter a

10pl avec de |'eau double distillée.
Tube 2 : 1pg d'ADN; 1 p.l de tampon de I'enzyme 10x; compléter a 10pl avec de I'eau double distillée.

Les tubes contenants les mélanges réactionnels ont été incubés dans un bain-marie a 37°C,
pendant une heure. A la fin de I'incubation, on rajoute dans chaque tube 10p! d’une solution (S), dont
la composition est la suivante : TAE 1x ; Glycerol 40% ; Bleu de Bromophénol.

Simultanément, un gel d’Agarose (1%) contenant Sul de Bromure d’Ethédium a été préparé par
fusion/solidification dans un tampon TEA (1x). Dix microlitres du mélange final ont été déposé (en
double) dans les puits formés dans le gel. Ensuite, le gel a été soumis 3 un champ électrique de 80V,

pendant 30 min, dans un tampon de migration (TEA 1x).

Le résultat obtenu est présenté dans la Figure 1.

guestions ;

A. Donner le nom de la technique utilisée dans cette expérience et préciser son role. (2pts)

F\m\'(u{\nnvue Sun. (N) A(\bo&05L> Rt{a(t o L AON 2 ARV

Speckon bt .AW@%&M.FQJ@ S b PM

et du Bleu de bromophénol.

B. Donner le nom de la solution (S), et préciser le role du Glycérol

(3pts)

............................

Glycérol eawxcfm&m J P&'\[

68 Cs’)k\}«\ OQQB(M‘ Pw\ VAS&J\»SJA’\

idium qui a été rajouté dans le gel? (1pt)

Bleu de bromophénol :..

C. Quel est le role du Bromure d'éth

«zfmpm %r\( ﬁ» Yo onge J AON\.M. e %MSM%\‘(W&YW

T 2 PO 2
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Figure 1

D.  Légender la Figure 1. (7pts)
M:. m&«fﬁarque&um Je f?aiJs Ho(]e'wj,ifes
let2:. ﬁ/d.sm;a.al..eh“gfjd/fb @_s,e;.;/oyz ‘ﬂEJn< ii .
Jetd: ... P f/m-.m.‘Je.s a -p(kfﬂ@ffi\o
a): Lol gt T cradre el
b): .o Dorcis eMedon Focme pt‘nf"-yi/g.

(c): W F_Ofme. ofwﬂm\fc gx;{{twrgp&d
(. | e W WWQV\ - F”pasm;fje_ > ‘péu AJLJ ._\.‘_nbf_\ ‘QJJ(O%‘Q ’

E Donner un titre a la Figure 1. (3pts)

F. Quel est le nombre de site(s) de restriction sur le plasmide ? (2pts)
.............................. c I 17 LR ——————
G. Estimer le poids moléculaire du plasmide. (2pts)

<},
30)9
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BIOLOGIE MOLECULAIRE
(SV5 - M32 - Examen session de rattrapage 2016)

Durée de |épreuve : 1h30

A- Vous amplifiez, par RT-PCR de transcrits poly(A)+, un ADNc dont la
structure est schématisée en Figure 1A. Afin de produire la protéine
correspondante dans des cellules eucaryotes, vous devez effectuer un
Sous-clonage dans le vecteur présenté en Figure 1B.

Figure 1
ATG stop
A ’\\ | |~
o Ry
| | | | | | ! |
Xho! Not | BamH | Kpn | Sac | BamH | Pst|l EcoR|
500 pb
B Kpnl Apal Xho!  Hindll EcoRV EcoR! Pst| BamH| Not! Sacli  Sacl

promoteur CMV

Ry
p AN
| neorkan [ e ey
‘\-. !‘I I A‘r 1”'-‘

Q1- Quels sont les rdles des éléments Kanamycine et promoteur

cytomégalovirus (CMV) du vecteur en Fig. 1B ? ‘:Psh” S 2

Pour plus d'examens visiter: https://biologie-maroc.com
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Q2- Quelles digestions effectuez-vous sur le produit de PCR et sur
le vecteur pour pratiquer votre clonage?

POl
Vous transformez ensuite £.co/iavec 1/10)du produit d'une ligation assemblée
avec 100 nqg de vecteur digére et purifie sur gel d'agarose, en présence de 25
ng du produit de digestion de I'’ADNc.

Vous réalisez également des réactions « témoin » comportant la méme quantité
de vecteur, ainsi que d'autres vérifications. Les résultats obtenus sont
présentés dans le tableau suivant.

umero de la Produit utilisé Nombre de colonies
transformation obtenues sur milieu
LB+kan
1 Ligation compléte 220
2 Témoin en absence de ligase 2
3 Ligation en absence d'insert 200
4 Vecteur seul non digéré (0,1 ng) 1000
N
b Cellules compétentes seules 0 Pie ‘?\DJ
s .
LB+Kan = Milieu de culture luria-bertani + Kanamycine g g o 3‘0,&‘*
= .
s L \O o
\
Q3- Quels sont les rdles respectifs des témoinsde 245 ? < X! 0’”07(

q -
L'analyse par PCR de 30 colonies obtenues dans la fransformation 1, effectués a

I'aide d'amorces placées de part et d'autre du site de clonage multiple (MCS),

donne les résultats suivants :3 colonies générent un produit d'environ 1500 pb

27 colonies générent un produit d'environ 200 pb.

Q4- Quel pourcentage de ces 30 colonies contient |'insert ?

Q5- Suite d la question 2, Comment pourriez vous exprimer la protéine de votre
ADNCc cloné ?
B- Donnez la définition de PCR. Présentez le principe et les différentes

étapes de cette technique ? >, T\ 9 ) %o«‘(c di et powt - ;-\',,fw,
Parmi les amorces disponibles, lesquelles allez-vous choisir pour amplifier ]e

fragment ci-dessous :

5' A_LGA:/GC:T/ CT:T @G\GJATFCCT GATAGTGTCETEGCCATCTTTEGAATTTG6ACCTCTCGATCTCEATCELT 6A3'

P

Amorces disponibles :

2
Pour plus d'examens visiter: https://biologie-maroc.com
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A : 5'tacttcgagaaccctaag 3 B : 5'ctcgatctcgatcgetga 3

C : 5'agtcgctagetctagete 3° D : 5'tcagcgatcgagategag 3

@ : 5'gaatcccaagagetteat 3 F : 5'atgaagctcttgggattc 3°
9%

cTThAGLLTY THRAGTA .
C- L’hémophilie A est une ‘maladie héréditaire due & une anomalie d'un facteur
de Coagulation du sang, le facteur VIIL. Le géne du facteur VIII est _por‘fe, sur I'e
chromosome X. Madame X, dont le frére est hémophile, est enceinte et fait
Pratiquer, sur avis médical, un diagnostic prénatal @ six semaines de grossesse.

L'emplacement des sites de restriction de I'enzyme Bg/ II et du site
d’hybridation de la sonde DX 13

sonse D412

| i Allgle sain

Byt Bgt i B
sonde DX12
]

Alléle muté

B9l il 59“”"

La sonde DX13 s'hybride avec une séquence complémentaire a I'intérieur du gene
responsable du facteur VIIIL. Les scientifiques considérent qu'elle caractérise la

mutation de ce gene.

Analyses génétiques des membres de la famille de Mme X (pb : paire de bases).

WO‘“ HOYY\M |+

B - : Y_Y [Jouﬂ Homm?:
280 p | AVCC%{(‘J > }\;!JMA 7<’)’ \Dow‘t F‘MLVQQ‘,\
— (+ éM;QO:‘L X_)(* {)OMMGXGM

L'analyse du caryotype de I'embryon porté par Mme X indique qu'il a pour
formule chromosomique : 46 chromosomes dont XY. On réalise I'analyse de
I' ADN de Mme X, de |I'embryon et des hommes IT 3 et II 4 en utilisant la
technique du Southern blot. L'ADN du génome est digéré en utilisant I'enzyme
de restriction Bg/ IL Les fragments de restriction sont séparés par
électrophorése puis dénaturés. La sonde radioactive DX13 est utilisée. Une

autoradiographie est réalisée.

== s v -\'
Mme X na 14  [Embryon %Y& Sl dst ‘Q >< >/

A partir de ces résultats, indiquez les génotypes de Mme X, de |'embryon et des
individus II 3 et IT 4.

Pour pl8s d'examens visiter: https://biologie-maroc.com
Scanned by CamScanner


https://biologie-maroc.com

	Liens Utiles.pdf
	BioMol_Nrml_Ratt_TP_2016.pdf



